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RESUMEN EJECUTIVO

Los polinizadores, principalmente las abejas, desempefian un papel crucial al visitar mas del
Los polinizadores, principalmente abejas, juegan un papel crucial en la polinizacién de
cultivos, visitando mas del 80% de ellos (Potts et al., 2016). Sin embargo, enfrentan
amenazas como enfermedades, polucidn, pesticidas, y practicas agricolas industriales, lo
que afecta tanto a su supervivencia como a los productos apicolas (Nick A. Romero, 2022).

El objetivo de este estudio es proponer una nueva metodologia de purificacion de ceras de
abeja con mayor eficiencia en la remocién de acaricidas en base a una solucién
hidroalcohdlicas,

En la primera etapa del estudio, se contaminaron cuatro muestras de cera (300 [g] cada una)
con 1000 [ppb] de cuatro pesticidas: coumaphos, amitraz, fluvalinato e imidacloprid.
Posteriormente, se sometieron a tres métodos de purificacion: M1 (etanol y agua 50:50 v/v),
M2 (isopropanol y agua 50:50 v/v) y M3 (1-butanol, 2-butanol y agua 25:25:50 v/v). Cada
método utilizd una relacién de 1:4 [kg cera/solucién], a 80 [°C] y 500 [rpm] durante 10
minutosLos resultados del estudio mostraron que el método M1 logré una remocién del
95% de imidacloprid, 3,8% de fluvalinato y 10,8% de coumaphos; M2 alcanz6 95%, 28% y
38%, respectivamente; y M3 obtuvo 95%, 44% y 4%. El amitraz no se detectd en las muestras
analizadas (M1, M2, M3, control), se sostiene la hipdtesis de que puede haberse degradado
en sus metabolitos, por lo tanto, lo que se sugiere considerar para futuros estudios sus
metabolitos.

Tras la purificacidn, los anilisis de calidad indicaron que las ceras conservaron parametros
aceptables en relacion con el punto de fusiéon. No obstante, M3 mostré diferencias
significativas en los espectros de espectroscopia infrarroja, mientras que M2 y M1 lograron
preservar las sefiales caracteristicas de la cera de abeja.

En indices de caracterizacion, el indice de acidez se mantuvo dentro del rango de referencia,
pero los indices de saponificacion y esterificacion se encontraron fuera del rango establecido
por la European Pharmacopoeia (2008), lo que podria deberse a alteraciones inducidas por
las soluciones limpiantes o errores experimentales.

En general, la mezcla agua-isopropanol 50:50 v/v (M2) se destacé como el mejor método de
purificacidon por su balance entre eficiencia de remocién de pesticidas y preservacion de la
calidad de la cera.
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1.INTRODUCCION

Las abejas han sido declaradas los seres vivos mds importantes del planeta tierra, segin
instituto EarthWatch, esto se debe principalmente a su papel en la polinizacién que es
esencial para la reproduccion de muchas plantas y, por ende, para la produccién de
alimento. (Zone, 2019)

A pesar de su importante rol en los ecosistemas, diversos estudios muestran un aumento
en la mortalidad de las colonias de abejas(Parra S, 2023). Bajo las diversas amenazas que,
enfrentan las abejas se encuentran, enfermedades, polucién, agricultura industrial,
insecticida y herbicidas. Son estos ultimos que no solo afectan la vida de las abejas, si no
también aquellos productos generados por ella(Nick A. Romero, 2022).

El acaro Varroa destructor es el principal parasito de la apis mellifera puede causar el
colapso de una colmena si no se trata, por lo que es necesario controlarlo para mantener
una colmena saludable. Se han usado acaricidas como el fluvalinato, el amitraz, el
coumaphos, la flumetrina para controlar la varroa; sin embargo, pueden quedar residuos de
estos en la cera y en la miel (Maria Jesus Gracia,2017.). Por otra parte, el polen que las
abejas recogen de los cultivos tratados con plaguicidas, y que ellas mismas almacenan
suelen contener residuos y con el tiempo estos residuos suelen quedarse en la cera de abeja
del panal(Fernando Tortosa, 2023).

Es por ello por lo que, en los ultimos afos se han investigado diferentes metodologias para
eliminar los pesticidas de las ceras de abejas. Estudios recientes han demostrado una alta
eficiencia de remocién de estos compuestos al utilizar Metanol (Luna et al., 2021)como
solvente para la purificacion de cera de abeja, estudios previos realizados en el laboratorio
USM Bee Lab de la Universidad Técnica Federico Santa Maria, Mostraron buenos resultados
usando una mezcla de metanol-agua 50:50 [v/v], sin embargo, Existe aiin un desafié con
respecto a un grupo de pesticidas con accion acaricida cuya estructura quimica, tiene
afinidad por la mezcla lipofilica de la cera de abeja, estos suelen permanecer en la cera
durante mas tiempo, es por ello que, el objetivo de este trabajo serd proponer tres nuevos
métodos de purificacion para cera de abeja contaminada con pesticidas (imidacoprid,
coumaphos,tau-fluvalinato-y amitraz) mediante el uso de soluciones hidroalcohdlicas.

2.0BJETIVOS

El objetivo de este trabajo es proponer a escala de laboratorio una nueva metodologia de
purificacion de ceras con mayor eficiencia en la remocion de compuestos
liposolubles(acaricidas) en base a una solucién hidroalcohdlica que permita ampliar la
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capacidad de purificacion a compuestos quimicos hidrosolubles y liposolubles remanentes
en ceras.

2.1 Objetivos especificos
1.Determinar la eficiencia de remocion de tres métodos usando soluciones hidro alcohdlicas
con etanol, propanol y butanol.

2.0ptimizar el método analitico para analisis de agroquimicos y acaricidas en cera, usando
UHPLC-MS/MS

3.Analizar los parametros de calidad de las ceras antes y después del tratamiento de
purificacion, mediante el estudio de propiedades fisico/quimicas.

3.ANTECEDENTES GENERALES

3.1) Descripcion de las abejas

Los himendpteros constituyen uno de los dérdenes mas diversos de insectos, con
aproximadamente 146.000 especies descritas (Klopfstein et al., 2013). Dentro de este orden,
las abejas se destacan como un grupo particular. En la actualidad, se reconocen siete familias
de abejas en el mundo: cinco de lengua corta (Stenotritidae, Colletidae, Andrenidae,
Halictidae y Melittidae) y dos de lengua larga (Megachilidae y Apidae) (Michener, 2000).

Una de las abejas polinizadoras mas conocidas es la Apis mellifera, nativa de Africa, el oeste
de Asia y Europa (Michener, 2007). Esta especie ha sido introducida por el ser humano en
todos los continentes, excepto en la Antartida, principalmente para la produccién de miel y,
en segundo lugar, para la polinizacién de cultivos. Hoy en dia, se considera el animal mas
utilizado en esta labor (Garibaldi et al., 2013). Se calcula que mas del 80% de las 250 mil
plantas con flor conocidas necesitan polinizacion para llevar a cabo su reproduccién
sexual(Coro Arizmendi, 2009).

Las abejas meliferas son polinizadores altamente eficaces, puesto que tienen un cuerpo
cubierto de pelos con el que recogen facilmente los granulos de polen cuando se mueven
en el interno de las flores, ademas de visitar solamente una especie de flor durante cada
uno de sus viajes(Bradbear, 2005).
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Se puede observar en la figura 1 las partes de una abeja.

Térax

Cabeza

L

Abdomen

Figura 1 Partes de una abeja Garibaldi et al., 2013

La Apis mellifera se caracteriza por ser un animal social que vive en colmenas. El nimero de

abejas en una colmena puede llegar a 40,000, dependiendo de la época del afio(Miranda et

al., 2015). Dentro de la colmena conviven 3 tipos de abejas:

e Reina: Es el individuo mas grande de la colonia, cuya funcién es poner huevos que,

eventualmente, dan origen a obreras, zanganos y otras reinas. Suele tener un

abdomen alargado y alas cortas, ya que su morfologia le permite poner

huevos(Miranda et al., 2015). Una reina fecundada puede llegar a poner entre 800

y 2,000 huevos(Efrén et al., 2012)

e Zangano: Los zanganos son los machos de la colonia, durante los meses que hay
flores existe mayor abundancia de zanganos(Efrén et al., 2012)La tarea de los

zanganos es fecundar a la reina virgen Y dar calor a la colmena.

e Obrera: El numero de abejas obreras en una colmena oscila entre 20.000 y 60.000
siendo las mas numerosas de la colonia(Miranda et al., 2015), estas abejas
desempeiian diversas funciones, como la recoleccion de alimento, la produccién de
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Figura 2 Abejas en una colmena (Efrén et al., 2012)

jalea real, la regulacion de la temperatura de la colmena, el cuidado de las larvas y
la reina, asi como la limpieza de la colmena, entre otras tareas. (Efrén et al., 2012)

3.2) Productos de la Colmena

De las abejas se puede obtener diferentes productos apicolas de alta demanda comercial
como son la miel, polen, apitoxinas, cera, jalea real y propéleo.

Miel: La miel, seglin el Codex alimentario de 1994, es una sustancia dulce natural
producida por abejas a partir del néctar de flores y secreciones de plantas. Es viscosa,
no fermentada y varia en color de ambar a marrén, con caracteristicas que dependen
del néctar utilizado. Ademas de ser un alimento energético, la miel tiene
propiedades terapéuticas, como antisépticas y cicatrizantes, y se usa en
cosméticos(ODEPA, 2015).

Polen: El polen es un polvo, mas o menos grueso que representa el elemento
masculino de la flor y que las abejas recolectan y almacenan(Miranda et al., 2015).
Este polen es fundamental para la alimentacién de las larvas dentro de la colmena
previa adicion de enzimas y reposo al interior de la colmena. Su composicidén es
variada, pero se considera un alimento altamente proteico convirtiéndose en un
complemento vitaminico natural de excelente calidad.(ODEPA, 2015)

Propdleo: Es una mezcla de resinas recolectadas por las abejas de las yemas y partes
dafiadas de arboles la cual es almacenada y procesada en la colmena. Es utilizado
por las abejas para tapar pequefios agujeros en la colmena y barnizar la misma, para
evitar pérdidas de calor(Miranda et al., 2015; ODEPA, 2015). En promedio, cada
colmena produce alrededor de 50 gramos de propdleo al afio. Este material se

Pag 8



emplea en la fabricacién de cosméticos, barnices, pinturas y medicamentos, y posee
propiedades antiinflamatorias y antitéxicas.(ODEPA, 2015)

Cera: Es una sustancia secretada por las glandulas ceriferas de las abejas obreras
entre 10-15 dias de edad. Esta estd compuesta principalmente de esteres de
alcoholes, y acidos grasos, es de color blanquecino cuando esta recién secretada y
con el tiempo se va tornando amarillento(Patricia Vit, 2005).

Se clasifican en 2 tipos: los opérculos, de alta calidad y precio, y la cera vieja, que
proviene del reciclado de panales y es de menor costo.(Consorcio de Desarrollo
Tecnoldgico Apicola S.A, 2014; ODEPA, 2015)

Los bloques o cerones se venden en bruto a las industrias especializadas, que se
encargan de elaborar nuevas ldminas estampadas y preparadas para colocar en los
cuadros a introducir en las colmenas. Sin embargo, la venta de bloques de cera esta
disminuyendo debido a preocupaciones sobre la calidad de las laminas estampadas,
que a menudo contienen parafina, y el riesgo de contaminacién que podria afectar
la salud de las colmenas. Por ello, se observa cada vez una mayor presencia de
apicultores que estampan su propia cera.(Consorcio de Desarrollo Tecnoldgico
Apicola S.A, 2014)

Jalea real: Es una sustancia producida por glandulas especiales de las abejas con el
fin de alimentar a las larvas de obreras y zanganos en sus primeros dias, en cambio
las larvas reinas y abeja reina se alimentan toda su vida. La jalea real es rica en
proteinas, aunque también es rica en azucares, vitaminas vy otros
compuestos.(ODEPA, 2015)

Apitoxina: La apitoxina Corresponde al veneno producido por la abejay corresponde
a una mezcla compleja de enzimas, péptidos y aminoacidos. Se produce en las
glandulas situadas en la parte posterior del tltimo segmento abdominal de la abeja.
El veneno de abeja tiene propiedades bactericidas, hemoliticas, anticoagulante y
ténicas. Es el mayor vasodilatador conocido, fluidifica la sangre al ser anticoagulante.
Sus principales usos son terapéuticos (apiterapia), para el tratamiento de la artritis,
esclerosis y reumatismo.(ODEPA, 2015)

3.3) Pesticidas en abejas

El concepto de pesticida o plaguicida se define de acuerdo con la Ley N°2.763, articulo 2
como “Compuesto quimico, organico o inorganico o sustancia natural que se utilice en el
medio ambiente para combatir malezas, enfermedades o plagas potencialmente capaces de

Pag 9



producir dafios en el hombre, animales, plantas, semillas y objetos inanimados” (Ulibarry et
al., 2020). Por otra parte El cédigo internacional de conducta sobre la distribucién y uso de
plaguicidas de la Food and Agriculture Organization (FAO) establece que ““es la sustancia o
mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo los vectores de
enfermedad humana o animal; las especies no deseadas de plantas o animales que
ocasionan un dano duradero u otras que interfieren con la produccidn, procesamiento,
almacenamiento, transporte y comercializacién de alimentos; los articulos agricolas de
consumo, la madera y sus productos, el forraje para animales o los productos que pueden
administrarseles para el control de insectos, aracnidos u otras plagas corporales”(FAO, 2020)

Los pesticidas pueden tener diferentes clasificaciones, esto ayuda a identificar con mayor
facilidad los riegos que generan. Estos se pueden clasificar seguin su composicién Quimica,
segun el organismo a controlar, Segun su grado de toxicidad, Seglun su persistencia en el
ambiente, entre otros(Omar Diaz, 2018).

3.4) Efecto sobre las abejas

3.4.1) Neonicotinoides

Los neonicotinoides son una clase de pesticidas persistentes que se utilizan en cultivos a
nivel mundial. Actian en el sistema nervioso de los insectos al unirse a los receptores de
acetilcolina, Provocando un comportamiento anormal, inmovilidad y muerte. Aunque su
toxicidad es baja para mamiferos y humanos, tienen una toxicidad intrinseca relativamente
elevada para las abejas(lwasa et al., 2004).

Actualmente los neonicotinoides se utilizan en los cultivos de papa, arroz, maiz, cereales,
frutas, hortalizas, plantas ornamentales, semillas, entre otros. Lo que genera la exposicidon
de los polinizadores mediante la ingestion de polen, néctar y agua contaminada, ademas del
contacto directo con aerosoles y las superficies de las plantas tratadas(Ulibarry et al., 2020).

Por otra parte, los neonicotinoides pueden persistir en los suelos durante meses y afios de
una sola aplicacion. Se han encontrado residuos en plantas hasta seis afios después de su
aplicacion empapando el suelo(Ulibarry et al., 2020).

Los neonicotinoides, incluso cuando se aplican a semillas, pueden contaminar plantas
cercanas, incluidas flores silvestres, que visitan las abejas. Esta contaminacion se debe
principalmente por el contacto directo con hojas tratas con neonicotinoides muy toxicos,
causando la muerte de las abejas(Ulibarry et al., 2020).

En las abejas a niveles subletales de exposicidn a neonicotinoides pueden experimentar
dificultades para volar y navegar, reduccion de la sensibilidad gustativa, y retrasos en su
habilidad para aprender nuevas tareas, todos factores que impactan sobre su habilidad para
forrajear y sobre la productividad de la colmena(Ulibarry et al., 2020).
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3.4.2) Acaricidas

El acaro Varroa destructor el cual afecta tanto a las crias como a las abejas adultas, es
causante de la varroosis el cual es en la actualidad la enfermedad que provoca mds dafio
en la apicultura a nivel mundial. La varrosis es una acaro externa la cual no solo se favorece
de su accidn expoliadora, sino que también favorece la aparicién generalizada de infecciones
viricas.

La erradicacion total del parasito Varroa en las colmenas es practicamente imposible, ya que
siempre quedara alguna hembra en las colmenas o enjambres silvestres. Por lo tanto, el
objetivo es minimizar su presencia. Generalmente, se realiza un tratamiento en otofio,
después de la cosecha, ya que es un periodo con alta poblacién de varroas y es crucial para
proteger la cria, garantizando abejas de invierno de calidad. Si los chequeos en primavera
revelan una alta carga parasitaria, se repite el tratamiento.

Durante los afios 2003 a 2008 en 197 muestras de cera recogidas de colmenares e industrias
cereras de Espafia, las ceras espafiolas acumulan principalmente clorfenvinfos y tau-
fluvalinato, dos de los acaricidas mas usados por el sector apicola espafiol desde 1985. El

clorfenvinfos se hallé en el 95.9% de las muestras analizadas con un rango comprendido

entre 19,6 [E—:] y 10640 [E—:]. El tau-fluvalinato estaba presente en el 93.6% de las muestras

analizadas y un rango comprendido entre los 27 [E—z] y los 88.659 [E—z]. los principales
acaricidas encontrados en la cera ha sido el coumafds, el amitraz y la acrinatrina, con subidas

importantes de estos dos ultimos compuestos(Facultad de Farmacia de la universidad de
Granada, 2016).

Algunos acaricidas para la varroa usados en chile son:

N° Registro I T S e
Sag ) Nombre Generico Nombre Comercial |Forma Farmaceutica Indicacion Importador
1917 flumetrina 3,6 mg verostop Tiras Control de Varroa destructor| Centrovet Ltda.

Timol,L tol,Aceiti Agro-Apicult
2040 Ll ev?men s alvar Tablilla evaporante | Control de Varroa destructor L
de Eucaliptus,Alcantor Ltda.
2394 Amitraz 500 mg Apitraz Tiras Control de Varroa destructor Agrovet SPA
2470 Amitraz 4,13% no tiene Tiras Control de Varroa destructor| Apilab Chile SPA
2578 Amitraz 500 mg Apivar Tiras Control de Varroa destructor| Centrovet Ltda.
Inv.asesorias y
2587 Timol 25% Apiguard Gel Control de Varroa destructor| comercializadora
Profeed Ltda

Tabla 1 Acaricidas para la varroa aprobados en Chile (SAG,2023)
3.4.3) Plaguicidas objeto de estudios
e Fluvalinato: El fluvalinato es un insecticida foliar y acaricida de origen sintético,
desarrollado a partir de las piretrinas, compuestos naturales extraidos de las flores
del crisantemo. Los piretroides, entre los que se incluye el tau-fluvalinato, son
altamente lipofilicos y se consideran moléculas de toxicidad moderada. Su modo de
accion consiste en alterar la permeabilidad de los canales de sodio en las membranas
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de las células nerviosas, lo que provoca despolarizacion y una hiperexcitabilidad

N
e
0

o,

prolongada(Neira et al., 2011).

Figura 3 Molécula Tau-fluvanlinato (Pubchems,2021)

Coumaphos: El coumaphos es un organotiofosfato acaricida y muestra la actividad
danina de inhibicién de la colinesterasa, como ocurre con otros compuestos
organofosforados, ha sido prohibido en muchos paises, actualmente aparece como
residuo en miel y cera de abejas. Estos residuos en la miel ocurren como resultado
de la difusién del ingrediente activo desde los panales de cera, los cuadros, las
paredes de las colmenas y las bases hechas de cera de abejas
contaminada(Adamczyk et al., 2010).

Figura 4 Molécula Coumaphos(pubchem, 2021)

Amitraz: El Amitraz, es un compuesto a base de formamida. Es un pesticida y
acaricida de amplio espectro ademas de ser uno de los acaricidas mas importantes
y comunmente utilizados para el manejo de Varroa destructor, el parasito externo
de las abejas meliferas. En apicultura, el Amitraz puede administrarse de dos
maneras: mediante tiras de polietileno de larga duracién impregnadas con el
insecticida o a través de tabletas combustibles de corta duracién para
fumigar(Ramesh C. Gupta, 2014).
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Figura 5 Molécula Amitraz (pubchem,2021)

e Imidacoprid: El imidacloprid es un insecticida sistémico de nitroguanidina
perteneciente a la familia de los neonicotinoides. Funciona como un agonista del
receptor de acetilcolina y se distingue por su alta selectividad téxica, debido a su
mayor afinidad por los receptores nicotinicos de acetilcolina de los insectos en
comparacion con los de los vertebrados. Este compuesto es altamente eficaz contra
una amplia variedad de larvas de insecto. Puede actuar por contacto o ingestién, y
sus excelentes propiedades sistémicas, junto con su accién prolongada, lo hacen
ideal para aplicaciones en tratamientos foliares, del suelo y de semillas(Verine
Suchail et al., 2001).

Figura 6 Molécula Imidacoprid (pubchem ,2022)

3.5) Situacion actual sobre la apicultura en Chile

3.5.1) Universo de apicultores

En Chile la cadena apicola estd integrada por mas de 10.000 apicultores, en su mayoria de
la Agricultura Familiar Campesina (AFC). Su enfoque principal es la produccion de miel y la
variedad de productos derivados de la colmena. Ademas, desempefian un papel crucial en
la sostenibilidad y el fortalecimiento del sistema alimentario nacional, al proporcionar
servicios de polinizacidon que facilitan una produccién agroalimentaria de reconocimiento
internacional(ODEPA, 2023).
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El 99% de los colmenares se ubican principalmente entre las regiones de Atacama y Aysén,
estos producen miel, material vivo, servicios de polinizaciéon y otros productos de la
colmena, que son destinados tanto al mercado nacional como internacional(ODEPA, 2023)
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Figura 7 Grafico sobre numero de apicultores, exportadores y colmenas por region

Si observamos el grafico extraido desde la ODEPA en 2022, las regiones con mas
apicultores/as fueron Maule y La Araucania (17% cada una), seguidas de O'Higgins y Biobio
(12% cada una). Maule también destacé como la principal regidn exportadora de miel, con
un 29% de los apicultores exportadores, y O'Higgins lideré con un 47% de apicultores
exportadores registrados.

Las mayores variaciones en el numero de apicultores/as respecto a 2021 ocurrieron en
Nuble (aumento del 18%) y Los Lagos (16%). En cuanto a colmenas, Maule, O'Higgins y
Metropolitana concentraron la mayor parte. Tarapaca tuvo el mayor incremento en
colmenas (54%), mientras que Los Lagos y Nuble vieron disminuciones.

La produccion de miel fue la actividad principal de los apicultores/as, representando el 98%
de las actividades, seguida por la polinizacién (26%) y la produccién de material vivo (16%).

3.5.2) exportacion de miel y otros productos apicolas
Como se puede observar en los datos presentados por la ODEPA, en 2022 las exportaciones
de productos apicolas de Chile alcanzaron un total de USD 17,27 millones FOB, un aumento

del 23% en comparacion con el afo anterior. El 97,5% de este valor correspondié a mieles

Producto de Colmena Volumen(ton) Valor (Millones USD FOB) Variacion
) Enero-Diciembre Diciembre-Julio Enero-Diciembre Variacion %  Diciembre-Julio
Adu 2021 2022 2021 2023 2021 2022 21/22 2021 2023 22/23
Miel natural 2.948,80 | 3,869 2.704 1932.20 12.1 15,4 27 10,8 6,23 -42
Miel Organica 346,3 312,2 261.3 181.8 1.6 1,4 8 1,19 0,75 -37
Cera de Abeja sininfo | sininfo | sininfo | sininfo | sininfo | sininfo sin info sininfo | sininfo | sininfo
Material Biologico(miles de unidades) 12,8 12,9 13 15,6 0,33 0,42 29 0,42 0,67 59
TOTAL 14,03 17,47 23 12,41 7,66 -38

Pag 14



naturales y organicas, mientras que el 2,5% fue de material bioldgico (abejas reinas y
paquetes de abejas). No se registraron exportaciones de cera de abejas.

El volumen de exportaciéon de mieles naturales y organicas fue de 4.184,6 toneladas,
valoradas en USD 16,85 millones FOB, lo que representd un incremento del 27% tanto en
volumen como en valor respecto al afio anterior. Sin embargo, las mieles organicas vieron
una reduccidn del 8% en su valor. La mayoria de las mieles se exportaron a granel (98%) en
tambores de 300 kilos.

Por otro lado, el material biolégico exportado alcanzé 12,9 mil unidades, vendidas por USD
42 mil FOB, lo que supuso un aumento del 29% en su valor (ODEPA, 2023).

Al finalizar la temporada 2022-23 (julio 2023), las exportaciones de mieles naturales y
orgdnicas cayeron a 2.115 toneladas, valoradas en USD 6,98 millones FOB, lo que representd
una disminucion del 39% en valor. En contraste, el material bioldgico exporté USD 670 mil
FOB, un incremento del 59% en comparacion con el mismo periodo anterior(ODEPA, 2023).

Sin embargo, en 2020, el valor total de los productos de exportacién de la colmena alcanzé
los USD 6,53 millones FOB, lo que representé una disminucién del 50,2% en comparacién
con el afo anterior. Del total exportado, el 94,4% correspondié a mieles naturales y
organicas, mientras que el 5,6% restante se distribuyd entre cera de abejas y material vivo,
compuesto por abejas reinas y paquetes de abeja(ODEPA, 2021).

4 METODOS ANALITICOS PARA MATRIZ DE CERA

4.1 Preparacion de muestra

Para la determinacion cuantitativa de plaguicidas en cera, cabe destacar en primer lugar que
a la hora de realizar extraccién de plaguicidas en cera de abeja se emplean siempre
disolventes organicos solos o en mezcla o mezcla de disolventes organicos con agua.

En la preparacion de muestras para el analisis de cera de abeja, se han identificado
variaciones en los métodos utilizados. Uno de los enfoques para la extraccién de plaguicidas
consiste en disolver la cera en hexano, un solvente no polar, con el objetivo de obtener una
solucion homogénea en una unica fase. Posteriormente, se realiza una extraccién solido-
liguido, empleando tierras diatomeas (Boi et al., 2016), o el uso de hexano junto al uso de
acetonitrilo y metanol para lograr una extraccién liquido-liquido(Jiménez et al., 2005a). Otra
posibilidad es la realizacién de la extraccidn sin la necesidad de disolver la cera, ya sea
usando tierras diatomeas en una extraccidon solido- liquido(Lodesani et al., 2008) o
extraccion liquido-liquido con bafio de ultrasonido(Lodesani et al., 2008)
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Aunque los estudios anteriormente mencionados mencionan buenas recuperaciones,
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, y Safe) es el método de preparacion de
muestra que proporciona mejores resultados(Anastassiades et al., 2003).

El método QUEChERS disefiado por Michelangelo Anastessiades consiste en los siguientes
pasos(Anastassiades et al., 2003)

Una primera etapa de preparacidon y extracciéon de la muestra, en la que se afiade
acetonitrilo como solvente de extraccién para luego fundir y agitar logrando la
homogenizacién de la muestra, se puede afiadir sales como MgS0*, acidos y tampones
para mejorar la eficiencia de la extraccion(Anastassiades et al., 2003).

En la segunda etapa de preparacién de muestras, se realiza una limpieza exhaustiva del
extracto mediante la adicion de sorbentes especializados. Estos materiales tienen la funcién
de retener componentes indeseados de la matriz que podrian generar interferencias en el
analisis o picos no deseados en el cromatograma. Segun la literatura, los sorbentes mas
utilizados para este propdsito son PSA (amina primaria y secundaria) y C18 (octadecilcilano),
cada uno con propiedades especificas que optimizan la purificacidn del extracto.

e PSA (amina primaria y secundaria):
Este sorbente es especialmente eficaz para eliminar compuestos polares como
acidos grasos, azucares y acidos orgdnicos presentes en la cera de abeja. Gracias a
su afinidad quimica, retiene estas sustancias, permitiendo que los analitos de
interés pasen sin interferencias significativas.

e (18 (octadecilcilano):
Con su naturaleza no polar, el C18 es ideal para retener lipidos y esteroles que
también se encuentran en la cera y pueden afectar la calidad del andlisis. Este
sorbente actla atrapando estas moléculas apolares, asegurando un extracto mas
limpio y adecuado para la deteccion de los compuestos objetivo.

La combinacion de estos sorbentes permite una purificacion eficiente, mejorando la
sensibilidad y especificidad del analisis cromatografico al minimizar interferencias de la
matriz(Anastassiades et al., 2003; Rezi¢ et al., 2005)

4.2 Técnicas analiticas

Las técnicas analiticas mas utilizadas son, la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)(Niell et al., 2014a; Steinborn et al., 2017; Wiest et al., 2011; Yaiiez et al., 2013) y la
cromatografia de gases(Anastassiades et al., 2003; Jiménez et al., 2005b).

Entre los detectores encontrados predominan la espectroscopia de masas(Lodesani et al.,
2008), simple o en tandem y de cuadrupolo simple(Lodesani et al., 2008) o triple
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cuadrupolo. Los detectores de captura electronica (ECD) son los Segundos mas utilizados
utilizados, también existen los detectores de nitrégeno fosforo, siempre y cuando los
pesticidas posean nitrégeno y fosforo(Serra-Bonvehi & Orantes-Bermejo, 2010). Existen
otros detectores como el detector de ionizacién de llama (FID) (Bogdanov et al., 2004), sin
embargo, su uso no es tan frecuente.

En el andlisis de pesticidas en cera de abeja, las columnas cromatograficas mas utilizadas
actualmente son las capilares, que han reemplazado a las antiguas columnas empaquetadas
debido a su mayor eficacia y reproducibilidad(Frison et al., 1999). Estas columnas suelen
emplear fases estacionarias disefiadas especificamente para el anadlisis de
plaguicidas(Bonzini et al., 2011). Ademas, los disolventes utilizados en la preparacién de
muestras son de calidad analitica, adecuados para garantizar resultados confiables.

4.3 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplada con espectrometria de masas
(LC-MS) es una técnica analitica avanzada que integra la separacion de compuestos
proporcionada por el HPLC con la alta selectividad, sensibilidad y precisién en la
determinacién de la masa molecular mediante espectrometria de masas. Esta combinacién
permite obtener informacion tanto cualitativa como cuantitativa de las muestras analizadas.

El sistema HPLC es una herramienta analitica que facilita la separacidn, identificacién y
cuantificacion de compuestos semivolatiles y no volatiles presentes en muestras liquidas.
Durante el proceso, la muestra liquida se inyecta junto con una fase movil compuesta por
un disolvente o diluyente, que es impulsado por una bomba. Este flujo se dirige a través de
una columna que contiene una fase estacionaria a una presion especifica, permitiendo el
paso continuo de liquidos a través de capilares y tubos de conexidn. Los analitos se separan
en la columna debido a las diferentes interacciones con la fase estacionaria, lo que resulta
en tiempos de retencion distintos. Estos tiempos comienzan desde la inyeccidon de la
muestra hasta la aparicion de los picos maximos en el cromatograma, los cuales
corresponden a la sefial detectada del analito. (ThermoFisher, s.f.)
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Figura 8 Thermo Scientific™ UltiMate™ 3000 UHPLC

4.3 Espectrometria de Masas

El espectrdmetro de masa utiliza una fuente de ionizacién o nebulizador que a través de un
campo electromagnético emite una corriente de iones en fase gaseosa que irradia la
molécula generando una respuesta segln la masa/carga (m/z) de molécula midiendo la
intensidad relativa de las diferentes masas(Espectrometria de masas, n.d.).

Figura 9 Espectometro triple cuadrupolo

5.METODOLOGIA

El presente trabajo tendra como objetivo el uso de un método de extraccién de pesticidas
en cera de abeja contaminadas, tomando como base algunos resultados previos reportados
por (Luna et al., 2021), y dos memorias previamente desarrolladas en el laboratorio USM
Bee lab
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5.1 Materiales
En esta seccion se detallaran los materiales usados en las etapas de contaminacién de

cera de abeja, purificacion de cera de abeja y los analisis fisico/quimicos.

5.1.1 Contaminacidén de ceras

Reactivos

Equipo

Balanza granataria

4 Bandeja de aluminio

1 Cuchillo

1 Espatula

4 Cera de abeja 300 [g]

1 Matras aforado 50 [mL]
1 Micropipeta 100 [uL]

1 Placa calefactora

1 Vaso Precipitado 2 [L]

1 Papel aluminio 3 [m]

Imidacoprid
Coumaphos
Tau-Fluvalinato
Amitraz

5.1.2) Purificacion de ceras

1 Barra magnética

1 Placa calefactora

1 Probeta 1 [L]

1 Pinza doble para bureta (Fisher)

1 Vaso precipitado 2 [L]

1 Papel aluminio 3 [m]

1 DLS Digital Overhead Stirrer,VELP Scientifica
1 Placa calefactora

1 Termocupla

5.1.3) Optimizacién de parametros quimicos UHPLC-MS/MS

4 Bandeja para pesar

1 Espatula

1 Gradilla para tubos

1 Micropipeta 200 [uL]-1000 [uL]

1 Puntas de micropipeta 200 pL]- 1000 [pL]
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Reactivo

Equipo

24 Viales 2 [ml] con tapa dmbar

Imidacoprid

Coumaphos

Fluvalinato

Amitraz

Metanol UHPLC

Agua 0,1% acido férmico

UHPLC- Dionex Ultimate 3000, Thermo Scientific

Detector de Masa/Masa TSQ Fortis, Thermo Scientific.

5.1.4) indice de acidez e indice de saponificacion

Reactivos

1 DLS Digital Overhead Stirrer,VELP Scientifica
1 Barra magnética

2 Bandeja de metal

2 Placa calefactora

1 Probeta 1 [L]

1 Pinza doble para bureta (Fisher)
1 Termocupla

1 Papel aluminio 3[m]

16 Matraz aforado 250 [mL]

1 Soporte universal

6 Vasos precipitados

1 Gafas de seguridad

1 Guantes pares

1 Micropipeta 100[ uL]-1000[pL]

Hidréxido de potasio
Etanol

Acido clorhidrico 37%
Fenolftaleina

5.1.5) Temperatura de fusion

Equipo

12 Capilares de vidrio
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Melting Point Apparatus SMP3

5.1.6) espectroscopia de fuerzas

1 Placa calefactora

3 Placa Petri

1 Bandeja metdlica

1 Papel aluminio rollo 3 [m]

Equipo

Nanosurf FlexAFM

5.1.7) analisis de humedad

3 Muestras de cera
9 Placa de Petri
1 Contenedor plastico

Equipo

Estufa

5.1.8) Método de extraccion por QUEChERS

Reactivos

Equipos

12 Tubos de centrifuga 15 [mL]

4 Bandeja para pesar

1 Espatula

1 Gradilla para tubos

1 Micropipeta 200 [uL]-1000 [uL]

1 Puntas de micropipeta 200 [uL]- 1000 [ul]
24 Viales 2 [mL] con tapa ambar

3 Jeringa 5[mL]

12 Millex Syringe-drive Filter Unit 0.2 [um]

Agua mili Q
Acetonitrilo
C-18
PSA

Ultrasonido Hanna Mix H610
Balanza analitica Sartorius
Eppendorf Centrifuge 5804 R
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5.2) Experimentacion

5.2.1) Contaminacion de cera

El primer paso es pesar en cada bandeja de aluminio 300 [g] de cera de abeja y separarlas en
bandejas de aluminio, marcdndolas segin el método que ocuparemos con cada una. Se asigné para
cada método un alcohol para limpieza, siendo etanol para M1, propanol para M2, butanol para M3
y M4, que sera la cera Control.

El siguiente paso fue la seleccidn de los pesticidas. Para ello, nos basamos en estudios previos,
especialmente en los hallazgos de la memoria de la Ing. Macarena Quilodran (2023). En este informe
se encontraron resultados positivos en la remocién de pesticidas clasificados como insecticidas,
mientras que los acaricidas mostraron un bajo porcentaje de remocién. Por esta razén, nuestro
proyecto se centrard en los acaricidas, ademas de incluir un insecticida que presenté el porcentaje
de remocién mas alto en la memoria antes mencionada.

Una vez seleccionados los pesticidas, se calculé la concentracién inicial basandonos en la memoria
de Macarena Quilodran y con el fin de que los resultados fueran comparables, estableciendo una
concentracién de 1000 [ppb] para garantizar la comparabilidad de los datos. Se pesaron 0,00154 [g]
de cada pesticida, que se trasladaron a un matraz aforado de 50 [ml], el cual se aforé con acetona.

Preparada la solucidn madre, se fundieron las ceras en sus respectivas bandejas y, una vez fundidas,
se afiadié 1 [ml] de solucién madre a cada bandeja. Para lograr una distribucion homogénea, se

Figura 10 Cera dopada con pesticidas

adicionaron 0,2 [ml] de la solucidn en cada esquina y 0,2 [ml] en el centro, repitiendo este proceso
en las cuatro bandejas. Una vez terminado el proceso de contaminacidn, se dejaron reposar en un
lugar fresco y protegidas de la luz durante dos dias para lograr la solidificacion de la cera y la
evaporacion de la acetona.

Una vez transcurridos los dos dias, se cortaron en trozos mas pequefios y se intercambiaron
fragmentos entre las bandejas con el objetivo de igualar la concentracién promedio en cada una de
ellas.

5.2.1) Purificacion de ceras
Una vez que las ceras de abejas fueron correctamente almacenadas, se procedié a su limpieza. Para
ello, se establecieron los parametros operativos, basandonos en los estudios mas recientes,
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especialmente en la memoria de la ingeniera Macarena Quilodran (2023). Se utilizara una agitacién
de 500 [rpm] y una proporcion de 1:4 gramos de cera de abeja por mililitro de solvente.

Métodol (M1): El método de limpieza M1 utiliza una solucién limpiante de etanol-agua al 50% (v/v).
Dado que la cera de abeja tiene un punto de fusiéon de 61 [°C] a 65 [°C], es crucial operar a una
temperatura superior a 65 °C durante el proceso. Sin embargo, la temperatura de ebullicién de la
mezcla de etanol-agua al 50% v/v es de 80 [°C].Es importante evitar la evaporacidn de la solucion
limpiante, por lo tanto, se establecié una temperatura de operacién maxima de 80 [°C].

Una vez seleccionada la solucién limpiadora, se preparé un vaso precipitado de 2 L en el que se
agregd 1,2 L de una mezcla de etanol-agua al 50% v/v. Este conjunto se calent6 en un bafio de Maria
hasta alcanzar los 80 [°C]. Al llegar a la temperatura deseada, se incorporaron 300 [g] de cera de
abeja, y se esperé hasta que la cera estuviera completamente fundida. Para mantener la
temperatura en el vaso, se cubrié completamente con papel de aluminio. Una vez que la cera se
fundié, se agitd la solucién durante 10 minutos a una velocidad constante de 500 rpm. Tras este
tiempo, se dejé enfriar la solucién, prepardndose para su posterior filtrado una vez que la cera se
solidificara. Ya solida la cera de abeja se filtra la solucién limpiante y la cera de abeja se envuelve en
aluminio y se almacena.

Figura 12 Proceso de purificacion de Figura 11 Proceso de purificacion de
cera cera etapa de calentamiento

Método 2(M2): El método de limpieza M2 utiliza la solucion limpiante Propanol-agua 50% v/v, es
importante remarcar que la temperatura de operacion debe ser superior a las 65 [°C] para lograr
fundir la cera de abeja y que la temperatura de operacidn es de 80[°C], esto con el fin de evitar una
posible evaporacién de la soluciéon limpiante la cual tiene un intervalo de ebullicién de 81[°C] a 83
[°C] (Karal, 2022) y, ademds, tratar de mantener las condiciones lo mds parecidas al Método M1
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Para el método M2, se agregd 1,2 [L] de una solucién limpiadora de 2-propanol y agua al 50% (v/v)
en un vaso precipitado de 2 [L]. La mezcla se calentd hasta alcanzar 80 [°C]. Es importante sefialar
gue este trabajo se realiza bajo campana, por lo que se envolvié el vaso precipitado en papel de
aluminio para mantener la temperatura y evitar pérdidas. Una vez alcanzada la temperatura
deseada, se incorpord la cera de abeja y se volvié a tapar el vaso precipitado, esperando a que la
cera se fundiera por completo.

Una vez que la cera estuvo completamente fundida, se agité la mezcla a 500 rpm durante 10
minutos. Al finalizar este tiempo, se dejé enfriar la mezcla hasta que la cera solidificara. Finalmente,
se filtré la solucién limpiadora, y la cera de abeja se envolvié en papel de aluminio y se almacend.

Método 3(M3): El método de limpieza M3 utiliza una solucion limpiadora compuesta por butanol y
agua. Para preparar esta solucion, se emplearon las siguientes cantidades: 300 [ml] de 2-butanol,
300 [ml] de 1-butanol y 600 [ml] de agua. La limpieza se llevd a cabo bajo una campana extractora,
manteniendo las condiciones descritas en los dos métodos anteriores, con una temperatura de
operacion de 80 [°C].

Se coloco el vaso precipitado con la solucion limpiadora en un bafio Maria hasta alcanzar la
temperatura de operacién. Para minimizar las pérdidas de calor durante el trabajo en la campana,
se envolvio el vaso en papel aluminio. Una vez alcanzada la temperatura deseada, se anadieron 300
gramos de cera de abeja y se esperé a que se fundiera completamente.

Después de que la cera se fundio, se agité la mezcla durante 10 minutos a 500 rpm. Sin embargo, se
observo que, a esa velocidad de agitacién, la mezcla de la solucién limpiadora y la cera de abeja
formé una emulsidn. Al dejar enfriar la mezcla para proceder a su filtracién, se noté que, debido a
la emulsidn, el proceso tomd mucho mas tiempo en comparacién con los métodos anteriores.

Una vez filtrada, la mezcla se mantuvo bajo la campana durante una semana. Este tiempo
prolongado se debid principalmente a la elevada toxicidad del butanol, ya que la cera de abeja retuvo
una gran cantidad de este solvente.

Figura 13 Ceras Almacenadas (M1,M2,M3 y patrén)

5.2.3) Analisis Fisico/Quimico
Las ceras Limpiadas con cada método M1, M2 y M3 fueron almacenadas y se separaron trozos para
cada uno de los siguientes analisis.
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5.2.3.1) Determinacion de Indices de caracterizacion

Los primeros analisis hechos a las ceras fueron los indices de caracterizacion, los cuales consisten en
indice de saponificacion, indice de acidez e indice de esterificacién. A continuacidn, se detalla el paso
a paso a seguir para el andlisis de cada uno de los indices mencionados anteriormente.

indice de Saponificacion

O N R WNE

Pesar 2 g de cera

Transferir muestra de cera a un matraz Erlenmeyer de 250 [ml]

Adicionar al matraz 25 ml de KOH 0,5M utilizando una pipeta aforada

Mediante bafio maria dejar ebullir la solucién, agitando frecuentemente

Mantener el calor 60 min

Retirar del calor y agregar 4 gotas de fenoftaleina al 1% como indicador

Titular la solucién caliente con HCI 0,5 M hasta conseguir el cambio de color
Repetir el procedimiento anterior, pero sin agregar la muestra de cera para el blanco

El proceso descrito se mantuvo, segln lo descrito en la memoria de macarena Quilodran 2022 con
el fin de que los resultados sean comparables, sin embargo, es importante remarcar que al agregar
el HCl se debe agitar y calentar a medida que se agrega el HLC para evitar la solidificacion de la cera
de abeja.

Figura 14 indice de saponificacion
(cambio de color)

Figura 15 Indice de
saponificacion(titulacion)

indice de acidez

1.

Se prepara una mezcla disolvente en un matraz Erlenmeyer de 250[ml], compuesta de 25
[ml] de etanol y éter etilico en proporcién 1:1 v/v, junto con 1 [ml] de fenolftaleina al 1% p/v
disuelta en metanol.

Neutralizar mezcla disolvente mediante una neutralizacién con KOH 0,1 [M]

Pesar 5 g de cera y adicionarla al matraz con la solucién disolvente
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4. Agregar 4 gotas de fenolftaleina y titular con KOH 0,5 [M] hasta conseguir un cambio de
color

5. Repetir procedimiento anterior, pero sin agregar la cera de abeja, la cual se usard como
muestra blanca

Se recomienda el uso de dos buretas, una con KOH 0,1 [M] y otra con KOH 0,5 [M] para la titulacion
debido a la rapida evaporacién de los reactivos, por lo cual no debe pasar mucho tiempo entre
titulaciones.

Figura 17 indice de acidez Figura 16 Inidice acidez
cambio de color

5.2.3.2) Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja estudia los fendmenos de interaccidon entre la radiacidon de origen
infrarrojo y la materia (Cortez, 2017). Es decir, provee informacién molecular de una muestra por
efecto de su interaccién con un haz de luz en la longitud d de onda infrarrojo (Pedro Mondragén
Cortez, 2011).

Para este andlisis se enviaron 2 [g] de cera de abeja de las muestras M1, M2, M3 y M4 fueron
enviadas a la Unidad Central de Instrumentacion de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile con el
fin de que fueran analizadas en mediante FTIR modelo IRTracer 100. Una vez analizadas nuestro
analisis consiste en la comparacién de los graficos de espectroscopia observados en la muestra
blanco en comparacién los muestras M1, M2 y M3 y observar cémo ha cambiado el grafico de la
cera de abeja con los distintos solventes.

5.2.3.3) Temperatura de Fusion:

La obtencion del punto de fusién es importante ya que la cera de abeja funde entre 61- 65 [°C]
ademas, por lo dicho anteriormente la temperatura del panal de abeja es aproximadamente de
35[°C](Planet bee Foundation, 2024) por lo tanto un bajo punto de fusién podria generar problemas
en el panal,
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El objetivo de esta prueba fue determinar el punto de fusiéon de nuestras muestras M1, M2, M3 y
M4, y analizar como su punto de ebullicion cambia producto de las soluciones limpiantes utilizadas.
Para ello, se utilizd el equipo Melting Point Apparatus SMP3 ademas capilares en los que se colocd
cera de abeja a analizar, realizando triplicados para cada una, lo que resulté en un total de 12
capilares. Cada muestra se le midié el punto de fusién, configurando el equipo inicialmente a 40 [°C]
y con un incremento de 2 [°C] por muestra.

Figura 18 Melting Point Apparatus
SMP3

5.2.3.4) Analisis espectroscopia de fuerzas

Este analisis se realiz6 a modo de prospeccidn y como una mirada a futuros experimentos que
puedan surgir dentro del Bee Lab.

La cera debe ser lo suficientemente flexible para que las abejas puedan darle forma. Por esta razén,
se analizé el esfuerzo de cada una de las muestras M1, M2 y M3, y se comparo con el esfuerzo de la
cera M4, con el objetivo de observar los cambios en la flexibilidad de la cera. Para llevar a cabo este
analisis, se crearon pequefas laminas de ceras que fueron llevados al departamento de fisica de la
Universidad Federico Santa Maria.

5.2.3.5) Optimizacion de parametros quimicos

A partir de las concentraciones analiticas de los estandares, se diluyen las concentraciones iniciales
para generar diluciones a concentraciones mas bajas, estas concentraciones se inyectan en el
UHPLC-MS/MS, donde se registran los tiempos de retencién de cada analito (Imidacoprid,
Fluvalinato, Amitraz, Coumaphos), posteriormente se analizan en el detector MS/MS, permitiendo
la caracterizacién de los iones producto y el ion precursor en el espectrograma. El objetivo de este
procedimiento es determinar cualitativa y cuantitativamente las sefales de los pesticidas de interés,
para poder determin la presencia de estos compuestos mediante la comparaciéon de los tiempos de
retencién y los iones producto obtenidos en ambos espectrogramas.
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5.2.3.6) Procedimiento Curvas de Calibrado

1. Preparacién de soluciones madres a partir de estdndares comerciales de Imidaclorprid,

Amitraz,tau- Fluvalinato, Coumaphos,

Preparacién de curva de calibrado.

Preparar una solucién Mix que contiene Imidaclorprid, Amitraz,tau- Fluvalinato, Coumaphos
a partir de una solucion madre de 1000 [ppb].

4. Por cada uno de los pesticidas generar puntos de concentracién.

5. Proceder a inyectar soluciones de agroquimicos diluidas en UHPLC- MS/MS y caracterizar
sus tiempos de retencién, iones precursores y productos para obtener comparativa con
muestras.

Tabla 3 Curva de calibracion

1000 100 0,5 5
100 10 0,5 5
10 1,6 0,8 5
1,6 0,8 0,5 1
1,6 0,4 0,25 1
1,6 0,2 0,125 1
0,2 0,1 0,625 10
0,1 0,05 0,5 1
0,1 0,032 1,6 5
0,1 0,016 0,8 5
0,1 0,008 2,5 5
0,1 0,004 1,25 5
0,1 0,002 0,625 5
0,1 0,001 0,05 5

5.2.3.5) METODO DE EXTRACCION POR QUEChERS

El método de QUEChERS utilizado se baso en el trabajo de Silvina Niell, sin embargo, se realizaron
algunas modificaciones debido a las diferencias en la cantidad de cera de abeja utilizada y también
a la diferencia de fase movil utilizada (Niell et al., 2014b).

bl

Pesar 1 [g] de cera de abeja y poner un en un tubo centrifugo de 50 [ml]

Afiadir 5 [ml] de acetonitrilo

Cerrar el tubo y poner en bafio de agua a 80 [°C] (hasta que la miel este derretida
Posteriormente agitar el tubo vigorosamente durante 15 segundos y poner devuelta en bafio
de agua a 80[°C] se debe repetir 4 veces el proceso

Poner el tubo a refrigerar por al menos 12 horas para precipitar la cera en la solucién
Transferir una alicuota del extracto a un tubo de centrifugacién de un solo uso que contiene
25 [mg] de PSAy 25 [mg] de C18

Agitar el tubo durante 30 segundos y luego poner en centrifuga a 3000 rpm por 5 minutos.
Transferir el extracto a un vial de tapdn y rosca a través de filtro de jeringa Nylon de 2.0
[um].

Agregar una solucion de acido férmico al 5% en acetonitrilo (v/v) 10 microlitros/ [ml] de
extracto
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Es importante dejar las muestras refrigerando por un aproximado de 12 horas para que precipite el

sobrenadante.

6.RESULTADOS Y DISCUSIONES

En esta seccién se procede a mostrar los resultados obtenidos para los experimentos realizados los

cuales son los distintos Analisis Fisico/quimicos y purificacién de las ceras.

6.1) Curva de calibrado

Lo primero fue encontrar los pardmetros de identificacién para cada pesticida los cuales son, tiempo
de retencidn, ion precursor, ion producto y energia de colision.

En la tabla siguiente se muestran los parametros antes mencionados.

Tabla 4 parémetros de pesticida en UHPLC

Peso Tiempo lon lon Energia
o o de de
Pesticida Formula quimica Molecular ., precursor producto o
e retencion e sl colision
[min] \Y
) . 175,1
Imidacoprid | CoH10CINsO2 255,66 1,65 256,07 20
209,03
226,98
Coumaphos | C14H16ClOsPS 362,77 7,98 363,01 20
306,93
Amitraz Ci9H2sN 293,41 10,163 294,2 163,19 20
191M23IN3 ’ ’ ’ 122’04
Tau- CHnCIEsN,0s  |502,92 10,817  |503,12  |om9% 19
Fluvalinato | ¢ 22 273 ’ ’ ’ 256,25

Para un correcto andlisis en el UHPLC- MS/MS es necesario obtener una curva de calibrado, la cual
se obtuvo con los siguientes parametros.

Tabla 5 Parametros curva baja de calibrado Imidacoprid

Ec. De la recta

Concentracion [ppb] Area [counts*min]

Y=140.46x + 117,09

0,9993

1 249,21
2 336,48
4 646,31
8 1243,58
16 2432,84
32 4703,83
50 7031,09

Tabla 6 Parémetros curva alta de calibrado Imidacoprid
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Concentracion [ppb] Area [counts*min] Ec. De la recta

53722,00

100 12745,16

200 25421,91

400

800 89320,00
1600 152997,57

Y=91,997x+9803,1

0,9898

Tabla 7 Parametros curva baja de calibrado Coumaphos

Concentracion [ppb] Area [counts*min] Ec. De la recta

y=231,7x+152,7

0,9989

1 292,59
2 551,04
4 1041,27
8 2013,78
16 3975,30
32 7853,22
50 11524,31

Tabla 8 Parémetros curva alta de calibrado Coumaphos

Curva de calibrado alta

Concentracion [ppb] Area [counts*min]

Ec. De la recta

y=234,66+4512

100 22211,66
200 46993,90
400 108353,67
800 195866,79
1600 376570,15

0,9978

Tabla 9 Parémetros curva baja de calibrado Tau-fluvalinato

Concentracién [ppb] Ec. De la recta

Area [counts*min]
1

21,78

2 30,76
4 48,50
8 89,02
16 159,61
32 306,60
50 448,11

y=8,7866x+15,927

I
N

0,9988

Tabla 10 Parametros curva alta de calibrado Tau-fluvalinato

Concentracion [ppb] Area [counts*min]

100 877,31
200 1901,39
400 4208,44
800 7493,50
1600 15358,19

Ec. De la recta

y=9,5559x+43,094

0,9987

‘
N
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A partir de esto, se procedid a analizar en el UHPLC-MS/MS la concentracion de pesticida

presente en cada una de las ceras después de realizar la limpieza.

Finalmente se establecieron Limite de deteccién y Limite de Cuantificacién del equipo, para
ello se realizaron varias etapas donde a través del equipo fluyo solo la fase mévil (muestra
blanca), y se estableciendo la Limite de deteccién como el resultado detectado por el equipo
solo con la fase mdvil y se estableci6 como Limite de Cuantificacidon 3 veces el limite de
deteccidn.

Limite de deteccion = 3 x Sefial /ruido(Oscar Delgado,2023)

Limite de Cuantificacién = 3 * Limite de deteccion(Oscar Delgado, 2023)

Tabla 11 Determinacion de limite de deteccién y limite de cuantificacién

Limite de deteccidn [ppb] Limite de cuantificacion [ppb]
Imidacoprid 0,1 0,3
Coumaphos 0,2 0,6
Tau-
Fluvalinato 0,3 0,9

6.2) Purificaciéon de ceras

La purificacidn de las ceras se llevd a cabo en el departamento de Quimica de la universidad
Federico Santa Maria, para ello primero se necesitd realizar correctamente una curva de
calibrado, la cual fue mencionada anteriormente y una vez realizado la curva se procedid a
realizar una extraccion mediante QUEChERS.

Tabla 12 Resultado % remocion de pesticidas

Imidacoprid % Fluvalinato % Coumaphos %
M1(etanol) 95 4 11
M2(isopropanol) | 96 28 38
M3(butanol) 89 3 44

Como se puede observar en los resultados, el imidacloprid presenta un alto porcentaje de
remocion, seguido por coumaphos en segundo lugar y fluvalinato en tercer lugar. Por otra
parte, el analisis quimico no pudo ser optimizado para Amitraz, debido a ser un compuesto
fotosensible y foto labil. Su ausencia podria deberse a la descomposicion del Amitraz en sus
metabolitos, principalmente. Estudios sugieren que el Amitraz se degrada rapidamente en
sus metabolitos, los cuales son principalmente N-(2,4-Dimethylphenyl) formamide y (2,4-
DMF) and 2,4-Dimethylaniline (2,4-DMA)(Ramesh C. Gupta, 2014).
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Para intentar comprender mejor como se relaciona el porcentaje de remociéon de cada
pesticida con los compuestos utilizados, en el ANEXO 1, Tabla 19, se adjunta una tabla con
la solubilidad en agua de cada compuesto y su coeficiente de particion. El coeficiente de
reparto octanol-agua (Kow), también conocido como coeficiente de particién (Pow), mide
la solubilidad de una sustancia en agua en comparacién con su disolucién en n-octanol (un
tipo de alcohol). Esta informacion nos ayudara a entender cémo la mezcla agua-compuesto
utilizada en los métodos se relaciona con el porcentaje de remocién de cada pesticida. Como
se puede observar, el Pow es inversamente proporcional al porcentaje de remocion
obtenido con el método, lo que nos permite comprender mejor los resultados.

Otra manera de intentar comprender mejor lo sucedido, es comparar nuestros resultados S

Tabla 13 Comparacién porcentajes de remocion con investigaciones previas

(Macarena
Pesticidas Métodos Propuestos Quilodran (Ramos (Luna et al
,2023) * ,2022) ¥* 2021) ***,
Limpieza - - -
Imidacoprid 95% 96% 89% 86% 97% -
Fluvalinato 4% 28% 3% - 27% 58,86%
Coumaphos 11% 38% 44% 40% 46% 82,76%
Propiconazole - - - 17% - 43,47%
Amitraz - - - 81% 79% -
Acrinatrina - - - 1% - 75,12%
Boscalid - - - 76% 3% -

*Solvente Metanol al 75% v/v,300 [g] cera de abeja, 500 RPM, a 65[°C] por 10 min.
** Solvente Agua-Ac. oxalico 0.25%, 300[g] cera de abeja, 500RPM, a 65[°C] por 10 min.
*** Solvente Metanol puro, 1[kg] cera de abeja, 200 RPM, a 65[°C] por 15 min.

Los porcentajes de remocidn de imidacloprid logrados con los métodos propuestos superan
a los reportados por Quilodran (2023), aunque son menores que los obtenidos por Ramos
(2022). En el caso del coumaphos, el método M3 mostrdé el mayor porcentaje de remocion,
superior a los resultados de Quilodran (2023), pero inferior a los de Ramos (2022). Para el
fluvalinato, el método M2 logré un porcentaje de remocion superior al de Ramos (2022). Sin
embargo, los porcentajes de remocion obtenidos para coumaphos y fluvalinato fueron
significativamente menores que los reportados por Luna et al. (2021), quienes emplearon
una solucion de metanol puro.

El método de Luna et al. (2021), aunque eficaz en la remocién de pesticidas, presenta riesgos
importantes debido al uso de metanol, un liquido altamente téxico e inflamable (Karl Fischer
Roti et al., 2024). El metanol puede ser letal si se inhala o entra en contacto con la piel y

Pag 32



requiere estrictas medidas de seguridad, incluyendo equipos de proteccion personal y
sistemas de ventilacion adecuados.

Por otro lado, solventes como etanol, isopropanol y butanol presentan una menor toxicidad
en comparacion con el metanol, aunque también deben ser manipulados con precaucién.
Estos solventes pueden causar irritacién en las vias respiratorias y toxicidad si se ingieren
(Carl Roth, 2024; Karl Fischer Roti et al., 2024; Roth GmbH, n.d.). Su mayor punto de
ebullicidn los hace mas faciles de manejar en laboratorios y sistemas abiertos, reduciendo
algunos riesgos asociados.

Aungue aun falta evaluar la aceptacion de la cera purificada por las abejas en el panal, se
sugiere el método M2 como una alternativa con buenos porcentajes de remocién y menores
riesgos para la seguridad en comparacién con el uso de metanol puro.

6.3) Analisis fisico/ quimico

8.3.1) indices de caracterizacion

En los analisis de los tres indicadores saponificacidn, acidez y esterificacion se comparé los
resultados de la cera control con los resultados de las ceras M1 M2 y M3 cada muestra
realizada por triplicado.

6.3.1.1) indice de saponificacion
En la siguiente tabla se muestran los volimenes consumidos de HCl por cada muestra, con
ello se procedio a calcular el indice de saponificacidn con la siguiente formula:

Ecuacién 1 Indice de Saponificacion

(Vblanco - VHCL) * N
P

Indice de Saponificacién: * 56.1(Manrique, 2022)

Donde:

Vyianco: Volumen de HCl consumido en titulacion del blanco (sin muestra de cera)
Vyci:Volumen de HCl consumido en titulacién de la muestra (con muestra de cera)
N: es la normalidad de la solucidn

P: Peso de la muestra en gramos

Tabla 14 Resultados Indicé de Saponificacion

Pag 33



M1 M1L.2 M13 M21 M22 M23 M3.1 M32 M33  controll control 2 control 3
peso muestra[g] 2,04 1,98 1,99 1,93 2,12 1,99 1,93 1,99 1,94 2,05 2,00 2,01
HCl [ml] 18,30 18,70/ 18,00[ 19,00f 1950 1820[ 20,00 19,00f 19,00 15,00 15,50 15,30
HCL[L] 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
indice de saponificacion 50,91 46,76 56,40 43,71| 33,11] 53,49| 29,09 4238| 4342 95,78 91,16 93,50

6.3.1.2) indice de acidez

Al igual que el caso anterior se procedié a registrar los volimenes de KOH 0,1 M y KOH 0,5 M usado
en la titulacién de las soluciones. En este caso La férmula usada para el calculo del indice de acidez
es la siguiente:

M x|/ * PM
1A = KoH * VkoH KOH

Masa Cera (Manrique, 2022)

Tabla 15 Resultados indice de acidez resultados

M21 M22 M23 M31 M3.2 M33  control1 control 2 control 3
peso muestra(g) 5,0 5,0 49 4,8 48 4,8 48 4,7 48 51 51 51
KOH 0,5 M 3,2 3,1 3,3 29 3,2 31 2,0 2,2 25 3,2 33 3,5
KOH 0,1 M 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
indice de sacidez 17,9 17,5 18,9 16,8 18,6 18,0 11,7 13,0 14,7 17,7 18,3 19,2

6.3.1.3) Indice de esterificacion

Finalmente, la variacion de los pardmetros de caracterizacidén con respectos a la cera control son los
siguientes:

Tabla 16 Resultados indicé de esterificacion

M1 50,33+3,95 17,76+0,56 32,56+3,40
M2 41,81+8,32 17,13+0,74 24,67+8,59
M3 36,38+7,99 13,21+1,20 24,65+5,52
control 93,48+1,88 18,39+0,61 75,08+2,22

50,33 (M1), 41,81 (M2) y 36,38 (M3); para el indice de acidez, 17,76 (M1), 17,13 (M2) y
13,21 (M3); y para el indice de esterificacion, 32,56 (M1), 24,67 (M2) y 24,65 (M3). Segun
los valores de referencia (European Pharmacopoeia, 2008), los indices de saponificacion
(87-102), acidez (12-22) y esterificacion (70-80), el indice de acidez se encuentra dentro del
valor de referencia, los indices de saponificacion y esterificacién obtenidos en este estudio
se encuentran fuera del rango de referencia.

Una de las razones por las cuales se observaron variaciones en los indices y los valores
obtenidos se encontraban fuera de los rangos esperados podria ser la dificultad de trabajar
con muestras sélidas. Dado que la cera permanece en estado sdlido a temperaturas
inferiores a los 62[°C] aproximadamente, fue necesario calentar las muestras para fundirlas
y aumentar el drea de contacto entre los reactivos y la cera. Sin embargo, los compuestos
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liquidos utilizados se encontraban a temperatura ambiente o incluso a temperaturas mas
bajas, lo que provocaba que la cera se solidificara casi instantaneamente al entrar en
contacto con ellos, debido a la transferencia de calor impulsada por la diferencia de
temperatura. Esto gener6 problemas, como la solidificacion de la cera en las paredes del
recipiente y un contacto insuficiente entre la cera y las soluciones, lo que alterd los
resultados obtenidos.

6.3.2) espectroscopia de fuerzas

Este andlisis se hizo a modo de introspeccién. Con ayuda del equipo Nanosurf FlexAFM se
realizé la espectroscopia de fuerzas. La cual analiza el comportamiento de la cera ante la
mecanica de una fuerza de torsidon o estiramiento (Franco, 2008)

Segun lo visto el médulo de Young mide la capacidad de un material para soportar cambios
de longitud cuando estan bajo tensidon(Franco, 2008), esto es crucial para que la cera de
abeja pueda ser moldeada en los nidos de las abejas sin que pierda su estabilidad. Un
modulo de Young aceptable en la cera de abeja es de 300- 90 [Mpa] a 15 [°C] (Morgan et al.,
2002)

Los resultados entregados se adjuntan en la siguiente tabla:

Tabla 17 espectroscopia de fuerzas

Control 90
M1 170
M2 97
M3 40

De acuerdo con los datos de la tabla, las muestras M1y M2 estan dentro del rango aceptable
de elasticidad para la cera de abeja. Sin embargo, la muestra M3 presenta una elasticidad
inferior a lo esperado. Esto podria generar problemas futuros para las abejas, ya que la falta
de elasticidad necesaria podria afectar la estabilidad y funcionalidad de la cera en la
colmena.

6.2.3) Temperatura de Fusion

Esta prueba consistié en determinar el punto de fusidn de las muestras purificadas y
compararlo con el de la muestra patrén, con el fin de verificar si el proceso de limpieza afecto
esta propiedad de la cera de abeja. El equipo fue configurado con una temperatura inicial
de 45 [°C] y un incremento de 2 [°C] por minuto. A través de una inspeccidn visual, se
identificd el punto en el cual la cera comenzaba a cambiar de estado. Los resultados
obtenidos se presentan en la siguiente tabla.
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Tabla 18 Resultados temperatura de fusion

Muestra Temperatura [°C] (n=3)

M1 62,33

M2 61,33+0,5
M3 63,33+0,5
Control |63,33+1

Como se puede observar, no se presentan diferencias significativas en el punto de fusién de
las muestras purificadas en comparacién con la muestra patron. Aunque existe una leve
variacion que podria atribuirse a un posible error de medicidn, todos los valores obtenidos

Figura 19 Capilares de
cera

se encuentran dentro del rango de punto de fusién para la cera de abeja comercial (61-65
°C (Roth GmbH, 2022). Estos resultados son satisfactorios, ya que indican que la cera
mantendra su estado sélido dentro de la colmena.

6.3.4) espectroscopia Infrarroja

En esta seccidn, se analizé el comportamiento de los espectros de espectroscopia IR de las
muestras patron, M1, M2 y M3 para evaluar su similitud. Este analisis es esencial, ya que un
método de purificacion eficaz no solo debe eliminar los pesticidas, sino también asegurar
gue no se altere la composicion quimica de la muestra, evitando la ruptura de enlaces o la
formacién de compuestos no deseados.
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Figura 23 Espectroscopia infrarroja Cera M3

En el analisis, se identificaron valores espectrales asociados con grupos funcionales
especificos de la cera de abeja, descritos a continuacién:

e 2966 cm™ (Stretching vibration CH,): Representa hidrocarburos presentes en la cera.
e 2848 cm™ (Hydrocarburos): Asociado con acidos grasos libres.

e 1736 cm™ (C=0): Indica la presencia de grupos carbonilo en acidos grasos libres.

e 1462 cm™ (C-H, deformacidn): Corresponde a la vibracion de hidrocarburos.

Las sefiales mencionadas son consistentes con la composicidon quimica caracteristica de la
cera de abeja (Spaldofiova et al., 2021).

Aunque las muestras purificadas (M1 y M2) presentan ligeras variaciones en comparacion
con el patrdn, estas diferencias son minimas y probablemente relacionadas con el proceso
de purificacidon. Sin embargo, la muestra M3 posee claras diferencias con las demas
muestras.

Se ha resaltado en casillas rojas aquellas diferencias encontradas en cada patrén de cera. En
ANEXO 2 Figura 12 se encuentra una figura con mas sefales caracteristicas de la cera de
abeja.

6.3.5) Analisis porcentaje de humedad

Como se menciond anteriormente las muestras una vez purificadas fueron pesadas y cada
una de las muestras poseia un peso mayor a los 300 [g] iniciales usadas. Es por ello que las
muestras se dejaron secar durante una semana bajo campana.

Para calcular el porcentaje de humedad presente en las muestras, se tomaron tres muestras
por triplicado de cada cera (M1, M2 y M3), las cuales fueron pesadas inicialmente y luego
colocadas en una placa Petri y llevadas a una estufa. Posteriormente, se controld su peso
cada hora para registrar la pérdida de liquido en las muestras.
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Tabla 19 Resultados anélisis % de humedad

M1.1 2,007 1,992 1,986 1,983 1,971
M1.2 2,108 2,094 2,083 2,080 2,075 1,85 + 0,048
M1.3 2,121 2,100 2,094 2,090 2,075

M2.1 2,138 2,083 2,071 2,063 2,032

M2.2 2,032 1,983 1,976 1,970 1,949 3,740,044
M2.3 2,032 1,990 1,980 1,973 1,927

M3.1 2,084 2,030 2,019 2,012 1,964

M3.2 2,467 2,404 2,393 2,389 2,345 5,55+ 0,156
M3.3 2,260 2,198 2,187 2,182 2,126

Como se puede observar las ceras de abejas analizadas aun poseen un porcentaje de
humedad remanente. El porcentaje de humedad de una cera comercial es del 2% (European
Pharmacopoeia, 2008) por lo tanto, se adecuaron los resultados a los analisis hechos, sin
embargo, no genero gran impacto en los resultados.

Proponer a escala de laboratorio una nueva metodologia de purificacion de ceras con mayor
eficiencia en la remocién de compuestos liposolubles(acaricidas) en base a una solucién
hidroalcohdlica que permita ampliar la capacidad de purificacion a compuestos quimicos
hidrosolubles y liposolubles remanentes en ceras.

8.CONCLUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar y comparar tres nuevos métodos de purificacion de
pesticidas en cera de abeja, con el propdsito de identificar el mas efectivo para la
eliminacién de contaminantes. Este proceso no solo busca beneficiar a las abejas al reducir
su exposicion a sustancias tdxicas, sino también apoyar a los apicultores en la produccion
de productos mas puros y seguros.

En términos de eficiencia para la remocion de pesticidas, los mejores resultados se
obtuvieron con el método M2, que mostré una mayor efectividad para eliminar imidacloprid
y Fluvalinato en comparacion con los métodos M3y M1. Por otro lado, el método M3 resultd
ser mas eficaz para la eliminaciéon de Coumaphos, sin embargo, no tan eficiente al momento
de eliminar los otros pesticidas.

En las pruebas fisico-quimicas, se compararon los resultados de las muestras M1, M2 y M3
con los de la muestra control, contrastandolos ademads con datos estandar. En general, las
ceras purificadas presentaron ligeras modificaciones en su calidad, siendo el indice de
saponificacion la variacion mas significativa. Este indice mostré diferencias notables en los
tres métodos en comparacion con la cera control, que permanecid dentro de los pardmetros
de una cera de abeja convencional, sugiriendo una posible afectacion en la calidad. Estas
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discrepancias podrian atribuirse a errores experimentales o a la interaccion de las soluciones
limpiadoras con la cera.

Actualmente, en el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) de Chile se encuentra disponible una
lista de plaguicidas permitidos, los cuales son importantes ya que se pueden encontrar con
mayor facilidad en el exterior. Entre los compuestos analizados, el mas relevante es el
imidacloprid, dado que, al ser un neonicotinoide, genera mayores dafos en las abejas. En
cuanto al control de la varroa, los acaricidas permitidos en Chile para uso apicola son el
Amitraz, el Timol y la Flumetrina, sin embargo, el Amitraz debido a su caracter termo y
fotolabil ,se descompone lo cual genera dificultad en su anlisis,.

En general, la mezcla agua-isopropanol 50:50 v/v (M2) se destacé como el mejor método de
purificacién por su balance entre eficiencia de remocién de pesticidas y preservacion de la
calidad de la cera.
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10.ANEXO

10.1) Anexo 2: Propiedades fisico-quimicas de pesticidas de estudio (solubilidad en
agua, peso moleculary pow)

Tabla 20 Propiedades fisico-quimicas de pesticidas de estudio

Fe80 Solubilidad en Pow

agua (llo,2022) (llo,2022)

Pesticidas  molecular

(ll0,2022)
Imidacoprid 255,66 | Alta solubilidad 0,57
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Fluvalinato
Coumaphos

502,91 | insoluble 7,02
362,77 | insoluble 4,13

10.2) Anexo 2: Asignacion de modos vibracionales de cera de abeja

6 A Spaldonové et al.

Table I. Assignment of vibrational modes for the FTIR-ATR and Raman spectra of the beeswax and paraffin (Czamara et al., 2015;
Edwards et al., 1996; Jones et al,, 1952; Kitagawa et al., 1962; Socrates, 2004).

Band position in FTIR-ATR spectrum

Band position in Raman spectrum

(cm ) (cm)
beeswax paraffin beeswax paraffin Assignment
2956 2958 ©*(CH;)
2916 2916 2881 2881 1**(CH,)
2871 2872 2932 2932 1*(CH;)
2848 2848 2846 2847 v*(CH,)
1736 1735 v(C= Q) esters
1724 ¥(C=0)
hydroxyl-esters
1711, 1697 1473, 1462, 1452 v»(C=0) COOH
1655 1(C = C) olefinic
1472, 1462 1462, 1440 1463, 1441 6(CHa,, CH3)
1414, 1397 1419 1419 d(CH,) adjacent to
the COOH
1357, 1376 1377, 1368 1371 1370 6(CH,)
1345, 1329, 1309, 1288, 1296 1296 d(CH,)
1266, 1244, wagging + twisting,
1220, 1196 »(C-0) at COOH
1171 »(C-O) esters
1172 1172 p(CHy)
1125 1126, 1106, 1045, 1009 v(C-0) alcohols
1098, 1114 1131, 1099 1134, 1111 /(C-0) alcohols,
esters p(C-C)
1051 1063 1063 »(C-0)
alcohols ©(C-C)
1029, 1014 v(C-O) alcohols
956 959, 889 7(OH) acids
916 920
891 891 (CH3)
730, 720 730,719 7(CH,)
683 3(COO) acids
550 w(COO) acids

1 - stretching, 6 — deformation, 7 - out-of-plane, p — rocking, @ — wagging, as — asymmetric, s —symmetric.

Figura 24 Asignacién de modos vibracionales de cera de abeja (Spaldoriovd et al., 2021)
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